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(54) Titie: METHOD OF PRODUCING MORPHOLOGICALLY UNIFORM MICROCAPSULES AND MICROCAPSULES PRO- 
DUCED BY THIS METHOD 

(54)Bezcichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON MORPHOLOG1SCH EINHEITLICHEN MIKROKAPSELN SOWIE 
NACH DIESEM VERFAHREN HERGESTELLTE MIKROKAPSELN 

(57) Abstract 

The invention concerns a method of producing morphologically uniform microcapsules containing peptides, proteins or otherwatcr- 
solubie biologically active substances as active substance, and microcapsules produced by this method with a charging degree of between 
3 and 30 wt% and a diameter of S 8 pm. According to the invention, biodegradable polymers are dissolved in a halogen-free solvent 
or solution mixture and the buffered active substance solution, which has a pH of between 6.0 and 8.0. is dispersed in this soluuon. An 
aqueous solution containing a surfactant is then added to this W/O emulsion (W/O/W emulsion) and the solvent removed^TTte microcapsules 
produced by this method display no tendency to agglomerate. The encapsulation efficiency of the method is between 90 and 9b %>. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahrcn zur Hersteltung von morphologisch einheitlichen Mikrokapseln enthaltend Peptide. Proteine 
Oder andere wassertosliche biologisch aktive Substanzcn als Wirkstoff sowie nach diesem Verfahren hcrgestellte Mikrokapseln mit einem 
Beladungsgrad zwischen 3 bis 30 Gew.-% und einem Durchmesser < 8 jim. ErfindungsgemSB werden bioabbaubarc Polymere in emem 
halogenfreien LOsungsmittel oder -gemisch gelost in diese Losung wird die gepufferte Wirkstofflosung, die einen pH-Wert zwischen 
60 bis 8 0 besitzt, dispergiert. AnschlieBend wird zu dieser W/O-Emulsion eine waBrige Losung enthaltend cine oberflachenaktive 
Substanz zugesetzt' (W/O/W-Emulsion) und das Losungsmittel entfernL Die mit diesem Verfahren hergestellten Mikrokapseln zeigen 
keine Agglomerationsneigung. Die Verkapsclungseffizienz des Verfahrcns liegt bci 90 bis 95 %. 
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Verfahren zur Herstellung von morphologisch einheit lichen 
Mikrokapseln sowie nach diesem Verfahren hergest elite 

Mikr okap s eln 

Die Erf indung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von 
morphologisch einheitlichen Mikrokapseln, die Peptide, 
Proteine oder andere wasserlosliche biologisch aktive 
Substanzen als Wirkstoffe enthalten sowie nach diesem 
Verfahren hergestellte Mikrokapseln. 

Bekanntermafien stellen Peptide und Proteine Wirkstoffe mit 
groSer Pharmakodynamik dar, die jedoch bei oraler 
Applikation wegen ihrer Hydrolyseempf indlichkeit im sauren 
Milieu des Magens sowie enzymatischen Abbau zersetzt und 
damit teilweise inaktiviert werden, so da£ sich ihre 
Wirksamkeit im Gastrointestinaltrakt erheblich verringert. 

Eine schnelle Inaktivierung von Proteinen und Peptiden ist 
jedoch auch nach parenteraler und speziell nach 
intravendser Applikation aufgrund der oft sehr kurzen 
Halbwertszeit zu beobachten. Dies bedeutet, daS trotz 
groSer Pharmakodynamik und theoretisch geringer 
therapeutischer Dosierungen Mehrf achgaben hoher Dosierungen 
notwendig werden konnen, die eine groSe Belastung fur den 
Patienten bedeuten. 

Geeignete Formulierungen,die die genannten Nachteile 
vermeiden, sind Depotsysteme in Form von Polymermikro- 
kapseln oder Polymernanokapseln, die auch fur Peptide 
zahlreich bekannt und in der Literatur beschrieben sind. 

Sie besitzen die Vorteile, daS 

-Peptide und Proteine vor rascher Inaktivierung 
geschutzt sind, 

-geringere Dosierungen pharmakologisch wirksam sind, 



WO 97/19676 



PCT/EP96/04701 



-2- 

-Mehrfachgaben reduziert werden konnen, 

-eine kontrollierte Freisetzung von Peptiden und 
Proteinen prinzipiell moglich ist, 

-die verkapselten Wirkstoffe zielgerichtet 
transportiert und 

-unerwunschte Nebenwirkungen reduziert werden konnen. 

Die bekannten Verfahren zur Mikro - oder Nanoverkapselung 
von wasserloslichen Substanzen konnen wie folgt eingeteilt 
werden: 

-Koazervation bzw. Emulsionsphasentrennung 
-Verkapselung durch Spruhtrocknung 

-Solvent - Evaporation in organischer oder wafcriger 
Phase . 

Alle Verfahren beinhalten die Einbettung der Wirkstoffe in 
eine bioabbaubare Polymermatrix bzw. Copolymermatrix. 

Aus der Literatur bekannte Polymere fur diesen Zweck sind 
Polyamide, Polyanhydride, Polyester, Polyorthoester, 
Polyacetate, Polylactone, Polyorthocarbonate u. a. Vor 
allem haben bisher Polylactid-co-Glycolid- Polymere 
Anwendung gefunden. 

So sind z.B. aus US 4.675.189 (Syntex Inc.), 
US 4.835.139 {Debiopharm S.A.) und EP 302 582 Bl (Southern 
Research Inst.) pharmazeutische Zusammensetzungen 
wasserloslicher Peptide und Proteine in Kapselform bekannt, 
die auf der Basis der Koazervation bzw. 
Emulsionsphasentrennung hergestellt wurden. 

Gemafi dieser Offenbarung werden Verfahren beschrieben, bei 
denen das verwendete Copolymer, vorzugsweise Poly- (Lactid- 
co-Glycolid) -Polymer, in einem halogenierten organischen 
Losungsmittel, bevorzugt Dichlormethan, gelost wird, und in 
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diese Losung eine waSrige Peptidlosung dispergiert wird. 
Danach wird ein sogenanntes Koazervations-Agenz zugesetzt. 
Das Koazervations-Agenz ist in dem organischen 
Losungsmittel loslich, das Polymer ist jedoch unloslich im 
5 Koazervations-Agenz, wodurch es zur Prazipitation des 

Polymeren unter EinschluS der dispergierten Polypeptide 
kommt. Als Koazervations-Agenz wird zur Phasentrennung 
ublicherweise Silikonol eingesetzt. Nach Zugabe des 
Silikonols mufi aufcerdem noch eine groSe Menge Heptan 
10 zugegeben werden, das die Hartung der Mikrokapseln bewirkt. 

Die Verkapselungsef f izienz dieser Methode liegt bei ca. 70% 
(US 4.835.136). Die hergestellten Mikrokapseln weisen einen 
Durchmesser von 1 bis 500 /zm auf , gemafc der Beispiele 
15 vorzugsweise 10 bis SOjim. 

Die Nachteile dieses Verfahrens bestehen neben der 
Verwendung toxikologisch problematischer Mittel wie 
Dichlormethan, Heptan und Silikonol auch in der 
20 Notwendigkeit des Einsatzes grofcer Losungsmittelmengen, die 

aus der Verkapselung mittels Koazervations- Agent ien, wie 
Silikonol , resultiert . 

Ein in EP-A 315875 (Hoechst AG) beschriebenes Verfahren zur 
25 Herstellung bioabbaubarer Mikrokapseln von wasserloslichen 

Peptiden und Proteinen basiert auf dem 

Spruhtrocknungsverf ahren, bei dem eine waSrige Peptid- oder 
Proteinlosung in einer organischen Polymerlosung emulgiert 
und diese Emulsion spruhgetrocknet wird. 

30 

Als biologisch a^>ba\ibares Polymer wird eine Mischung aus 
Polyhydroxybuttersaure und Poly (Lactid-co-Glycolid) 
Polymer im Mischungsverhaltnis zwischen 99:1 bis 20:80 
eingesetzt . 

35 Das Peptid oder Protein liegt in mikronisierter Form oder 

in waSriger Losung vor. Als Losungsmittel komtnen 
Chloroform, Dichlormethan, DMF oder ein 

Losungsmittelgemisch aus Wasser /Ethanol /Chloroform in 
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Betracht. Gemafi den Beispielen wird Chloroform eingesetzt. 
Die Spruhtrocknung erfolgt bei Temperaturen zwischen 
vorzugsweise 45 bis 95 °C. 

Nachteilig an diesem Verfahren ist die potentielle 
Explosionsgefahr bei Verwendung nichthalogenierter 
Losungsmittel und der gleichzeitigen Anwendung hdherer 
Tempera turen beim Trocknungsverf ahren. Andererseits fuhrt 
der Einsatz nichtentf lammbarer Losungsmittel wie 
Dichlorethan zu toxikologisch bedenklichen 

Restlosemittelkontaminatiqnen im Endprpdukt. Daneben zeigen 
spruhgetrocknete Mikrokapseln prinzipiell eine starke 
Agglomerationsneigung, es entstehen Agglomerate von ca. 100 
fim GroSe. 

Nach dem "Solvent - Evaporation - Verfahren" hergestellte 
Mikropartikel sind in zwei kanadischen Patentanmeldungen CA 
2.100.925 ( Rhone -Merieux) und CA 2.099.941 (Tanabe Seiyaku 
Co.) beschrieben. 

Ublicherweise wird bei dieser Methode die wafcrige Peptid- 
oder Proteinlosung in einer organischen Polymerlosung 
dispergiert, oder es werden Wirkstof f kristalle in der 
Polymerlosung suspendiert . Nach Zugabe einer zweiten 
waErigen Phase mit einer grenzf lachenaktiven Substanz wird 
das Polymerlosungsmittel verdampft. 

Diese Methode ist sehr variabel und es werden normalerweise 
W/O oder komplexe W/O/W-Emulsionen hergestellt . 

GemaB CA 2.099.941 werden wasserloslicher Wirkstof f und 
bioabbaubares Polymer zuerst in einem Losungsmittel oder 
einem Losungsmittelgemisch gelost, in dem sie beide loslich 
sind. Anschliefiend wird dieses Losungsmittel entfernt und 
die entstandene feste Dispersion in einem mit Wasser nicht 
mischbaren organischen Losungsmittel gelost. Die 
resultierende Losung (Olphase) wird in einer waSrigen Phase 
emulgiert, so dafi eine W/0 - Emulsion entsteht. 
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Zuletzt wird das organische Losungsmittel der Olphase 
dieser Emulsion verdampft. 

Konkrete Beispiele der Patentschrif t betreffen Poly- 
(Lactid-co-Glycolid) -Polymer (PLGA) als Matrix und 
Thyreotropin f reisetzendes Hormon (TRH) oder seine Derivate 
als Wirkstoff , die zuerst in einem Gemisch aus 
Acetonitril/Ethanol und ggf . Wasser, oder nur Acetonitril, 
oder aus Acetonitril und waSriger Gelatine, oder aus 
Dichlormethan und Ethanol gelost werden. 

Als organische Losungsmittel zur Losung der festen 
Dispersion finden Dichlormethan oder Chloroform Anwendung. 
Eine waErige Polyvinyalkohol - Losung stellt die wafcrige 
Phase dar. 

Die Grofie der Mikrokapseln liegt bei einem Durchmesser von 
1 bis 100 fim, gemaS der konkreten Beispiele bei ca. 50 /xm 
bis <100 jim. 

GemaS CA 2.100.925 werden Mikrokapseln von LHRH - Hormon und 
Analoga durch vorheriges Dispergieren des LHRH-Hormons in 
Pulverform in zwei organischen Losungsmitteln hergestellt, 
wobei das eine Losungsmittel (genannt 

Dispersionsloungsmittel) das Herstellen einer homogenen 
Suspension des pulverisierten Hormons durch einfaches 
Ruhren ermoglicht. Das zweite Losungsmittel ist leicht mit 
Wasser mischbar und macht damit die Mikrodispersion der 
organischen Phase in der wafcrigen Phase moglich. 

Als zweites Losungsmittel wird Dichlormethan oder 
alternativ Chloroform verwendet. Die Kapseln weisen einen 
Durchmesser zwischen 1 bis 250 jan auf . Vorzugsweise sind 
die Kapseln grofier als 50 - 60 /im. 

Die Morphologie der so hergestellten Mikrokapseln ist 
ebenfalls sehr unterschiedlich. Wie oben bereits ausgefuhrt 
sind die verwendeten halogenierten Losungsmittel 
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toxikologisch bedenklich. Daneben benotigt dieses Verfahren 
auch groSere Mengen grenzf lachenaktiver Substanzen. 

Aufgabe der Erfindung war es, ein einf aches und schonendes 
Verfahren zur Herstellung morphologisch einheitlicher , 
nicht aggloraerierender Mikrokapseln unter Verwendung von 
toxikologisch unbedenklichen Losungsmitteln zu entwickeln, 
das eine Verkapselungsef f izienz von mindestens 85%, 
vorzugsweise uber 90 %, aufweisen und Mikrokapseln im 
GroSenbereich von 200 nm bis 500^m mit hohem Beladungsgrad 
lief em soil. Aufcerdem soli das Verfahren ein "scalina ud" 
ermoglichen. 



Die Aufgabe der Erfindung wird uberraschend einfach mittels 
der "Induced Phase Transition" -Met hode gelost, welche 
ausgefuhrt wird indem ein fur die Mikrokapselherstellung 
ubliches Polymer wie ein Polyester aus Hydroxycarbonsauren 
oder ein Blockpolymer aus Polyestern von 

Hydroxycarbonsauren und Polyethylenglykol (PEG) in einem 
halogenf reien, nicht oder partiell mit Wasser mischbaren 
Losungsmittel oder Losungsmittelgemisch gelost wird und in 
diese Losung die gepufferte Wirkstof f losung, die einen pH- 
Wert zwischen 6,0 - 8,0 hat, dispergiert wird. Durch 
Homogenisieren entsteht eine stabile W/0- Emulsion, zu der 
unter Ruhren eine wafirige Losung enthaltend eine 
oberflachenaktive Substanz oder ein Gemisch 
oberflachenaktiver S\ibstanzen als aufcere Phase zugesetzt 
wird, so daS eine dreiphasige W/O/W-Emulsion erhalten wird. 
Nachfolgend wird das Losungsmittel oder 
L6sungstnittelgemisch mit ublichen Methoden entfernt, 
vorzugsweise im Vakuum und/oder Luf t/Stickstof f strom. Die 
Mikrokapseln werden auf konzentriert und ggf . 
gef riergetrocknet . 



Die PartikelgroSe wird dabei uber die Ruhrgeschwindigkeit 
gesteuert, wobei kleinere Partikel is, Spm) - wie sie 
benotigt werden falls das Produkt fur eine intravenose 



\ 
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Applikation bestimmt ist - bei hdheren 
Ruhrgeschwindigkeiten erhalten werden* 

Gewunschtenf alls werden die Mikrokapseln nach Entfernung 
des Losungsmittels zusatzlich einer "cross-flow" Filtration 
unterzogen, wodurch sie von restlichem Tensid und 
Restldsemittel-Anteilen befreit werden. Dadurch gelingt es 
den "initial burst", d.h. eine hohe Wirkstof f abgabe 
unmittelbar nach der Applikation (durch an der 
Partikeloberf lache anhaftenden Wirkstof f) , zu verringern 
bzw. zu vermeiden. 

Zur Lyophilisation werden gegebenenf alls Kryoprotektoren 
wie Zucker, Zuckeralkohole oder Polyvinylpyrrolidonderivate 
zugesetzt . 

Bevorzugte Polyester von Hydroxycarbonsauren, die in dem 
erf indungsgemafien Verfahren eingesetzt werden kdnnen, sind: 

Polyglycolide (PGA) und Copolymere von Glycoliden wie 
Glycol id/Lactid Copolymere (PGA/PLLA) oder 
Glycolid/Trimethylencarbonat Copolymere (PGA/TMC) ; 
L-Polylactide (PLA) und Stereocopolymere von Polylactiden 
wie Poly-L-Lactid (PLLA) , Poly-DL-Lactid Copolymere und L- 
Lactid /DL-Lactid Copolymere; Copolymere von PLA wie 
Lactid/Tetramethylglycolid Copolymere, Lactid/ 
5-Valerolacton Copolymer und Lactid/e-Caprolacton 
Copolymer; Poly-p-hydroxybutyrat (PHBA) , PHBA/ 
p-Hydroxyvalerat Copolymere (PHBA/HVA) , Poly- 
p-hydroxypropionat (PHPA) , Poly-p-dioxanon (PDS) , Poly-ft- 
valerolacton, hydrophobisierte Polysaccharide, 
- Hyaluronsaure, - Dextrane oder hydrophobisiertes 
Amylopektin und Poly-s-caprolacton. 

Als Blockcopolymere von Polyestern von Hydroxycarbonsauren 
und linear- oder Star-Polyethylenglykol (PEG) kdnnen in dem 
erf indungsgemafien Verfahren die nachfolgend genannten 
Anwendung finden: 
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AB-Blockcopolymere aus PLA und PEG, ABA-TriblockCopolymere 
aus PLA- PEG- PLA, S(3)-PEG-PLA BlockcOpolymere und S(4)-PEG- 
PLA Blockcopolymere . 

Bevorzugt wird gemaS der Erfindung das Polymer 
Resomer® 505 insbesondere Resomer® RG-756 oder 
Resoraer® RG-858 eingesetzt. 

Resomer® ist eine Marke der Firma Bohringer Ingelheim Es 
handelt sich dabei um ein (DL-Lactid-co-glycolid) -Polymer . 

Erf indungsgemaS bevorzugte halogenf reie Losungsmittel oder 
Losungsmittelgernische sind Aceton, Ethanol, Alkylacetate 
wie Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Isopropyl- oder Butylacetat, 
Alkylformiate wie Methyl-, Ethyl-, Propyl-, Isopropyl- oder 
Butylformiat, Triacetin, Triethylcitrat und/oder C x -C 4 - 
Alkyllactate z. B. Methyl- oder Ethyllactat. 

Besonders bevorzugt werden Ethylacetat, Isopropylacetat und 
Propylf ormiat eingesetzt. 

Gepufferte Losungen im Sinne der Erfindung sind waSrige 
Losungen von Peptiden, Proteinen bzw. von deren 
physiologisch vertraglichen Salzen oder von anderen 
wasserloslichen biologisch aktiven Substanzen, die 
vorzugsweise mit einer Tris (hydroxymethyl) 

aminomethanlosung oder einer Phosphatpuf f erlosung auf einen 
pH-Wert zwischen 6,0 und 8,0, vorzugsweise pH 6,5 bis 7,4, 
eingestellt werden. 

Ein weiterer erf indungsgemaS eingesetztbarer Puffer ist der 
Citratpuf fer, wobei die Puf f erkonzentrationen im 
allgemeinen im Bereich von 5mmol/l bis 300 mmol/1 liegen. 

Mit dem erf indungsgemaSen Verfahren konnen beliebige 
wasserlosliche Peptide bzw. Proteine verkapselt werden. 
Insbesondere geeignet ist das erf indungsgemaSe Verfahren 
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zur Verkapselung von Humanserumalbumin, Insulin, 
Interf erone und LHRH-Antagonisten oder deren Analoga . 

Ganz besonders vorteilhaft konnen mit dem erf indungsgemaEen 
Verfahren morphologisch einheitliche Mikrokapseln von 
Humanserumalbumin, Insulin, Interf eronen und den 
nachfolgend genannten Peptiden hergestellt werden: 

a) DesA(2)Nal-beta-Ala-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg-Pro- 
DAla-NH 2 , 

b) DesA(2)Nal-Gly-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg-Pro-DAla- 
NH 2 , 

c) Ac-DNal-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DLys (Mor) -Leu-Lys (Mor) Pro- 
DAla-NH 2 . 

Die Bedeutungen von DesA{2)Nal und D-Cit und die chemischen 
Strukturen der Peptide a) bis c) sind in Figur 1 bzw. 2 
aufgefuhrt . 

Itn Sinne der Erfindung werden als oberf lachenaktive 
Substanzen bevorzugt Substanzen aus der Poloxamere® Gruppe, 
Polyethylenglycol Alkylether, Polysorbate (Tween®, Span®) , 
Saccharoseester (Sisterna®, the Netherlands) , 
Saccharoseester (Ryoto sugar ester, Tokyo), Gelatine, 
Polyvinylpyrrolidon, Fettalkoholpolyglycosid, Charps , 
Charpso , Decyl -P-D-Glycopyranosid , Decyl - P-D- 
Maltopyranosid, Dodecyl-P-D-Maltopyranosid, Natrium-oleat , 
Poloxamine® Gruppe , Polyethylenglykol , Polyvinyalkohol , 
polyoxyethylierte Fettsaureether (Brij®) , Triton X 100 oder 
deren Gemische. 

Bevorzugt finden Polyvinylalkohol , Brij®, Poloxamere®, 
Poloxamine® und Tween® Anwendung. 

Gegenstand der Erfindung sind auch morphologisch 
einheitliche Mikrokapseln, die nach dem genannten Verfahren 
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hergestellt werden und einen Durchmesser von 200nm bis 
500/zm, vorzugsweise zwischen 0,2 bis 8 fim aufweisen. 

Aufgrund der gunstigen Konstellation von Polymer und 
L6sungsmittel koramt es bei dem erf indungsgemafcen Verfahren 
zu keiner Bildung von Agglomeraten der Mikrokapseln. 

So zeigen Figuren 3 und 4 lichtmikroskopische Aufnahmen der 
erfindungsgem&Sen Mikrokapseln hergestellt nach Beispiel 10 
(•Fig. 3) bzw. nach Beispiel 15 (Fig. 4). Ein Millimeter in 
der Abbildung entspricht 1 um in .Realitat . Die Auf nahmen 
zeigen deutlich die einheitliche Morphologie, 
Partikelagglomerate liegen nicht vor. 

Die Verkapselungseff izienz des Verfahrens liegt bei 
mindestens 85%, vorzugsweise werden Verkapselungsef f i- 
zienzen zwischen 90 - 95 % erreicht. Als Verkapselungs- 
effizienz ist die Masse des verkapselten 
Wirkstoffes • 100/Masse des eingesetzten Wirkstoffes zu 
verstehen. Der Beladungsgrad der hergestellten Mikrokapseln 
liegt zwischen 3 bis 30 % (Beladungsgrad = Wirkstoff masse • 
100 / Wirkstoff masse + Polymermasse) . 

AnschlieSend soil die Erfindung an Ausfuhrungsbeispielen 
naher erlautert werden, ohne sie darauf einzuschranken. 
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Beispiel 1 

1,7 g des Polymers Resomer ® RG-756 werden in 29 ml 
Ethylaceat gelost und in ein StahlgefaS (Hohe 11,5 cm, 
Innendurchmesser 8 cm) uberfuhrt. AnschlieSend werden 3 ml 
einer wafirigen, 200 mg Humanalbumin enthaltenden, 5 
mmolaren Tris (hydroxymethyl) aminomethanlosung (pH 7,4) mit 
Hilfe eines mechanischen Ruhrers (Dispermat-FT, VMA- 
Getzmann GmbH, 5cm Dissolverscheibe) in der Polymerlosung 6 
min bei 10000 U/min unter Raumtemperatur dispergiert. Zu 
der entstandenen W/0- Emulsion werden unter Ruhren (800 0 
U/min) 45 ml einer wafirigen Losung, bestehend aus einer 2 % 
igen Polyvinylalkohollosung (Molekulargewicht 9000 - 10000, 
Aldrich) gegeben. Nach einer Dispergierzeit von 10 sec. 
wird die W/O/W-Emulsion in einen 500 ml Dreihalskolben 
uberfuhrt und mittels KPG-Ruhrer geruhrt . Das Losungsmittel 
Ethylacetat wird dann unter 20°C durch Anlegen eines 
Vakuums (900 mbar) , Stickstoff - oder Luf teinleitung 
entf ernt . Nach 5 h wird die Suspension mit 5 1* Wasser oder 
einer wafirigen Losung gewaschen und auf ein gewunschtes 
Suspensionsvolumen eingeengt. Es wird eine "cross flow" 
Filtration mittels eines Sartocon Mini ® (Sartorius AG, 
Gottingen) Systems durchgef uhrt . Die losungsmittel- und 
annahernd emulgatorf reie Suspension wird mit einem 
Kryoprotektor (beispielsweise mit einem Zucker, 
Zuckeralkohol oder Polyvinylpyrrolidonderivat ) versetzt, 
moglichst schnell, beispielsweise mit flussigem Stickstoff, 
eingefroren und gef riergetrocknet . 

Das mit Wasser oder mit einer waSrigen Losung resuspen- 
dierte Lyophilisat enthalt Mikrokapseln mit einem 
Humanalbumingehalt von 9 % { Humanalbumin - 
masse • 100 / Humanalbuminmasse + Polymermasse = Bela- 
dungsgrad) und sie besitzen einen Durchmesser von 0,2 bis 8 
/xm. Die Verkapselungsef f izienz betragt 86 %. 
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Beispiel 2 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei 1,7 g Resomer ® 
RG-756 nicht in 29 ml Ethylacetat, sondern in 40 ml 
Methylacetat geldst werden. 

Beispiel 3 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei statt 1,7 g des 
Polymers Resomer ® RG-756 1,1 g des Polymers Resomer ® RG- 
858 verwendet wird. 

Beispiel 4 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei statt 1,7 g des 
Polymers Resomer ® RG-756 3,0 g des Polymers Resomer ® RG- 
858 verwendet werden . 



Beispiel 5 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei statt einer 2 % 
PVA Losung eine 2 % Brij <5> 35 Losung verwendet wird. 



Beispiel 6 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei statt einer 2 % 
PVA Losung eine 2 % Brij ® 96 Losung verwendet wird. 

Beispiel 7 



Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei statt einer 2 % 
PVA Losung eine 2 % Tween ® 20 Losung verwendet wird. 
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Beispiel 8 

1,1 g des Polymers Resomer ® RG-858 werden in 29 ml 

Ethylacetat gelost und in ein Stahlgefafc (Hohe 11,5 cm, 

Innendurchmesser 8 cm ) uberfuhrt. 

AnschlieSend werden 7 ml einer 50 mg des Peptides 

DesA(2)Nal-beta-Ala-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg-Pro- 

DAla-NH 2 (Peptid a) und 2 ml Ethanol enthaltenden, 

5 mmolaren Tris (hydroxymethyl) aminomethanlosung (pH 7,4) 
mit Hilfe eines mechanischen Ruhrers (Dispermat-FT, VMA- 
Getzmann GmbH, 5 cm Dissolverscheibe) in der Polymerlosung 

6 min bei 10000 U/min unter Raumtemperatur dispergiert . Zu 
der entstandenen W/O- Emulsion werden unter Ruhren 

(8000 U/min) 45 ml einer waSrigen Losung, bestehend aus 
einer 2%igen Polyvinyalkohollosung (Molekulargewicht 9000- 
10000 , Aldrich) gegeben. Nach einer Dispergierzeit von 10 
sec. wird die W/O/W-Emulsion in einen 500 ml Dreihalskolben 
uberfuhrt und mittels KPG-Ruhrer geruhrt. Das Losungsmittel 
Ethylacetat wird dann unter 20°C durch Anlegen eines 
Vakuums (900 mbar) , Stickstoff- oder Luf teinleitung 
entfernt. Nach 5 h wird die Suspension mit 5 1 Wasser oder 
einer waSrigen Losung gewaschen und auf ein gewunschtes 
Suspensionsvolumen eingeengt. Es wird eine "cross flow" 
Filtration mittels eines Sartocon Mini ® (Sartorius AG, 
Gottingen) Systems mit einer Polyolef inmembran (cutoff 0,2 
/xm) durchgef uhrt . Die losungsmittel- und annahernd 
emulgatorf reie Suspension wird mit einem Kryoprotektor 
(beispielsweise mit einem Zucker, Zuckeralkohol oder 
Polyvinylpyrrolidonderivat ) versetzt , mdglichst schnell , 
beispielsweise mit flussigem Stickstoff, eingefroren und 
gef riergetrocknet . 

Das mit Wasser oder mit einer waSrigen Losung 
resuspendierte Lyophilisat enthalt Mikrokapseln mit einem 
Wirkstof f gehalt von 4 %. Die Mikrokapseln besitzen einen 
Durchmesser von 0,2 bis 8 jim. Die Verkapselungsef f izienz 
betragt 93 %. 
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Beispiel 9 

1,1 g des Polymers Resomer <8> rg-858 werden in 29 ml 
Ethylacetat gelost und in ein StahlgefaS (Hohe 11,5 cm, 
Innendurchmesser 8 cm) uberf uhrt . AnschlieSend werden 5 ml 
einer wafirigen, 48 mg des Peptids DesA(2)Nal-Gly-DCpa-DPal- 
Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg-Pro-DAla-NH 2 (Peptid b) enthaltenden, 

5 mmolaren Tris (hydroxymethyl) amino- me thanlo sung (pH 7,4) 
mit Hilfe eines mechanischen Ruhrers (Dispermat-FT, VMA- 
Getzmann GmbH, 5 cm Dissolyerscheibe) in der PolymerlGSung 

6 min bei 10000 U/min unter Raumtemperatur dispergiert . Zu 
der entstandenen W/O-Emulsion werden unter Ruhren (8000 
U/min) 45 ml einer wa&rigen Losung, bestehend aus einer 2 
%igen Polyvinylalkohollosung (Molekulargewicht 9000-10000, 
Aldrich) gegeben. Nach einer Dispergierzeit von 10 sec. 
wird die W/O/W-Emulsion in einen 500 ml Dreihalskolben 
uberf uhrt und mittels KPG-Ruhrer geruhrt . Das Losungsmittel 
Ethylacetat wird dann unter 20 °C durch Anlegen eines 
Vakuums (900 mbar) , Stickstoff- oder Luf teinleitung 
entfernt. Nach 5 h wird die Suspension mit 5 1 Wasser oder 
einer waErigen Losung gewaschen und auf ein gewunschtes 
Suspensionsvolumen eingeengt. Vorteilhaft ist der Einsatz 
einer "cross flow" Filtration, beispielsweise mit einem 
Sartocon Mini ® (Sartorius AG, Gottingen) System mit einer 
Polyolef inmembran (cutoff 0,2 /zm) . Die losungsmittel- und 
annahernd emulgatorf reie Suspension kann mit einem 
Kryoprotektor (beispielsweise mit einem Zucker, Zucker- 
alkohol oder Polyvinylpyrrolidonderivat ) versetzt werden 
und wird moglichst schnell, beispielsweise mit flussigem 
Stickstoff, eingefroren und gef riergetrocknet . 

Das mit Wasser oder mit einer waSrigen Losung 
resuspendierte Lyophilisat enthalt Mikrokapseln mit einem 
Wirkstof fgehalt von 4 %. Die Mikrokapseln besitzen einen 
Durchmesser von 0,2 bis 8 /an. Die Verkapselungsef f izienz 
betragt 95,7 %. 



WO 97/19676 



PCT/EP96/04701 



-15- 

Beispiel 10 

1,1 g des Polymers Resoraer ® RG-858 werden in 30 ml 
Propylformiat gelost und in ein Stahlgefafi (Hdhe 11,5 cm, 
Innendurchmesser 8 cm) uberf uhrt . Anschliefiend werden 5 ml 
einer waSrigen, 50 mg des LHRH Antagonisten Ac-DNal-DCpa- 
DPal-Ser-Tyr-DLys (Mor) -Leu-Lys (Mor) Pro- DAla-NH2 (Peptid c) 
enthaltenden, 5 mmolaren 

Tris (hydroxymethyl) aminomethanldsung (pH 7,0) mit Hilfe 
eines mechanischen Ruhrers (Dispermat-FT, VMA-Getzmann 
GmbH, 5 cm Dissolverscheibe) in der Polymerlosung 6 min bei 
10000 U/min unter Raumtemperatur dispergiert. Zu der 
entstandenen W/O Emulsion werden unter Ruhren (8000 U/min) 
45 ml einer waSrigen Losung, bestehend aus einer 2 % igen 
Polyvinylalkohollosung (Molekulargewicht 9000-10000, 
Aldrich) , gegeben. Nach einer Dispergierzeit von 10 sec. 
wird die W/O/W-Emulsion in einen 500 ml Dreihalskolben 
uberf uhrt und mittels KPG-Ruhrer geruhrt. Das Ldsungsmittel 
Propylformiat wird dann unter 20 °C durch Anlegen eines 
Vakuums (900 mbar) , Stickstoff- oder Luf teinleitung 
entfernt. Nach 5 h wird die Suspension mit 5 1 Wasser oder 
einer waSrigen Losung gewaschen und auf ein gewunschtes 
Suspensionsvolumen eingeengt. Es erfolgt eine "cross flow" 
Filtration mit einem Sartocon Mini ® (Sartorius AG, 
Gottingen) System mit einer Polyolenf inmembran (cutoff 0,2 
/im) . Die Ldsungsmittel- und annahernd emulgatorf reie 
Suspension wird moglichst schnell mit flussigem Stickstoff 
eingefroren und gef riergetrocknet . 

Das mit Wasser oder mit einer wafirigen Losung 
resuspendierte Lyophilisat enthalt Mikrokapseln mit einem 
Wirkstof fgehalt von 3,9 %, und die Mikrokapseln besitzen 
einen Durchmesser von 0,2 bis 8 /im. Die 
Verkapselungsef f izienz betragt 90,7 %. 
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Beispiel 11 

1,5 g des Polymers Resomer ® RG-858 werden in 30 ml 
Isopropylacetat gelost und in ein Stahlgefafc (Hohe 11,5 cm, 
Innendurchmesser 8 cm) uberfuhrt. Anschliefcend werden 5 ml 
einer waSrigen, 50 mg LHRH Antagonist wie Beispiel 10 
enthaltenden, 5 mmolaren Tris (hydroxymethyl) 
aminomethanldsung (pH 7,0) mit Hilfe eines mechanischen 
Ruhrers (Dispermat-FT # VMA-Getzmarm GmbH, 5 cm 
Dissolverscheibe) in der Polymerlosung 6 min bei 10000 
U/min unter Raumtemperatur dispergiert- 

Zu der entstandenen W/O-Emulsion werden unter Ruhren (8000 
U/min) 45 ml einer wafirigen Losung, bestehend aus einer 2 % 
igen Polyvinylalkoholldsung (Molekulargewicht 9000-10000, 
Aldrich) gegeben. Nach einer Dispergierzeit von 10 sec. 
wird die W/O/W-Emulsion in einen 500 ml Dreihalskolben 
uberfuhrt und mittels KPG-Ruhrer geruhrt. Das Losungsmittel 
Isopropylacetat wird dann unter 20 °C durch T^nlegen eines 
Vakuums (900 mbar) , Stickstoff- oder Luf teinleitung 
entfernt. Nach 5 h wird die Suspension mit 5 1 Wasser oder 
einer waSrigen Losung gewaschen und auf ein gewunschtes 
Suspensionsvolumen eingeengt. Es wird eine "cross flow" 
Filtration mit einem Sartocon Mini ® (Sartorius AG, 
Gottingen) System mit einer Polyolef inmembran (cutoff 0,2 
Mm) durchgefuhrt und die Losungsmittel- und annahernd 
emulgatorf reie Suspension wird lyophilisiert . 

Das mit Wasser oder mit einer wafirigen Losung 
resuspendierte Lyophilisat enth&lt Mikrokapseln mit einem 
Wirkstof fgehalt von 2,9 % und die Mikrokapseln besitzen 
einen Durchmesser von 0,2 bis 8 Die 
Verkapselungsef f izienz betragt 90,6 %. 
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Beispiel 12 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei die 5 mmolare 
Tris (hydroxymethyl) aminomethanlosung (pH 7,0) durch eine 5 
mmolare Phosphatpuf f erldsung (PBS, pH 7,2) ersetzt wird. 

Beispiel 13 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei statt 200 mg USA 
gelost in 3 ml Trispuffer (pH = 7,4) 750mg HSA g_elost in 
5 ml Trispuffer (pH = 7,4) eingesetzt wird. 

Das in Wasser oder walSrigen Losungen resuspendierte 
Lyophilisat enthalt Mikrokapseln mit einem HSA-Gehalt von 
30%. Die Verkapselungsef f izienz betragt 90,9%. 

Beispiel 14 

Es wird wie in Beispiel 13 verfahren, wobei anstelle der 2 
%igen Polyvinylalkoholldsung eine 2 %iger Poloxamer F 127 
Ldsung eingesetzt wird. 

Beispiel 15 

Es wird wie in Beispiel 13 verfahren, wobei anstelle der 2 
%igen Polyvinylalkoholldsung eine 2 %iger Poloxamin T 707 
Ldsung eingesetzt wird. 

Beispiel 16 

Es wird wie in Beispiel 13 verfahren, wobei anstelle der 
2 %igen Polyvinylalkoholldsung eine 2 %iger Poloxamin T 908 
Losung eingesetzt wird. 
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Beispiel 17 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei 200 mg HSA durch 
200 mg Insulin (Human, Recombinant (pfs) , Sigma Chemie Nr. 
I 0259) ersetzt werden. 



Beispiel 18 

10 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei 200 mg HSA durch 
200 mg Interferon (Human Leukocyte (pfs) (a-IFH, Le) , Sigma 
Chemie Nr. I 1008) ersetzt werden. 

15 

Beispiel 19 

Es wird wie in Beispiel 1 verfahren, wobei 200 mg HSA durch 
200 mg Insulin (Human, gamma (pfs) (y-IFN) , Sigma Chemie Nr. 
20 I 6507) ersetzt werden. 

Beispiel 20 

25 120 mg Insulin werden in 0.8 ml HC1 (0,1 N) gelost und mit 

2 ml NaCl-Losung (0,9 %) versetzt. Anschliefcend der pH-Wert 
der Ldsung mit NaOH (0,1 N) auf 6-7 eingestellt . Diese 
Losung wird zu einer Ldsung von 500 mg Polymer RG-858 in 
10 ml Ethylacetat gegeben und anschliefiend mit Ultraturax 

30 (bei 10.000-15.000 UPM) 3-4 Minuten geriihrt . Danach werden 

unter Ruhren 50 ml einer 2 %igen waSrigen Polaxamin T707 
Losung zugegeben. Nach erfolgter Zugabe wird die Suspension 
in einen Dreihals-Kolben, der mit einem Ruhrer versehen 
ist, uberfiihrt. Durch Anlegen eines Vakuums wird unter 

35 Ruhren das Losungsmittel (Ethylacetat) entfernt. Der 

verbleibende Ruckstand wird in einer Cross -flow Filtration 
(Sartocon Mini® Sartorius AG, Gottingen ) mit 5 Litem 
Wasser gewaschen. Der nahezu losungsmittel- und tensidfreie 
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Mikrokapseln enthaltende Ruckstand wird, gegebenenf alls 
unter Zugabe eines Kyroprotektors, schnell eingefroren und 
gef riergetrocknet . 

Das mit Wasser oder mit einer waSrigen Losung 
resuspendierte Lyophilisat enthalt Mikrokapseln mit einem 
Beladungsgrad von 15 Gewichtsprozent . 

Beispiel 21 

Es wird wie in Beispiel 20 verfahren, wobei anstelle der 
2 %igen Polaxamin T707 Losung, eine 2 %ige Polaxamer -407 
(F127) Losung eingesetzt wird. 

Der Beladungsgrad der erhaltenen Mikrokapseln betragt 17%. 
Beispiel 22 

Es wird wie in Beispiel 20 verfahren, wobei anstelle der 
2 %igen Polaxamin T707 Losung, eine 2 % ige Polaxamer- 188 
(F68) Losung eingesetzt wird. 

Der Beladungsgrad der erhaltenen Mikrokapseln betragt 16%. 
Beispiel 23 

Es wird analog zu Beispiel 20 verfahren. Jedoch werden hier 
700 mg Polymer und 223 mg Insulin eingesetzt. Das in Wasser 
oder einer wafirigen Losung resuspendierte Lyophilisat 
enthalt Mikrokapseln mit einem Insulingehalt von 20 %. 
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Pa t exit anspruche 



Verfahren zur Herstellung von morphologisch 
einheitlichen Mikrokapseln aus bioabbaubaren Polymeren 
oder Copolymeren, die Peptide, Proteine oder andere 
wasserlosliche biologisch aktive Substanzen als 
Wirkstoff enthalten , 

dadurch gekennzeichnet, dafi y 

Polyester von Hydroxycarbonsauren oder 
BlGckcopolyrriere aus Polyestern von 



Hydroxycarbonsauren und Polyethylenglykol in 
einem halogenf reien, nicht oder partiell mit 
Wasser mischbaren Losungsmittel oder 
Losungsmittelgernisch gelost werden, 

- in diese L6sung die gepufferte Wirkstof f Idsung, 
die einen pH-Wert zwischen 6,0 bis 8,0 besitzt, 
dispergiert wird, 

- anschliefcend zu dieser W/O-Emulsion eine waErige 
Losung enthaltend eine oberf lachenaktive 
Substanz oder ein Gemisch oberf lachenaktiver 
Substanzen zugesetzt wird und 

zuletzt das Losungsmittel oder 

Losungsmittelgernisch in ublicher Art und Weise 
25 entfernt wird. 



Verfahren nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 



da£ als halogenf reie Losungsmittel Aceton, Ethanol; C^- 
C 4 -Alkylacetate f Triacetin, Triethylcitrat , C^-C^ 
Alkylformiate und C X 'C^ -Alkyllactate oder deren 
Gemische eingesetzt werden. 



35 
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3 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 oder 2 , 
dadurch gekennzeichnet , 

dafi als halogenfreie Losungsmittel Methylacetat , 
Ethylacetat, Isopropylacetat und Propyl formiat 
5 verwendet werden. 



4. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 3, 

dadurch gekennzeichnet, 

10 dafi als Pufferlosung eine Phosphatpuf f erlesung, eine 

Citratpuf f erlosung oder eine 

Tris (hydroxymethyl) aminomethanldsung eingesetzt wird. 

15 5 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 , 

dadurch gekennzeichnet, 

daE die gepufferte Wirkstof flosung eine pH-Wert 
zwischen 6,0 bis 8,0 aufweist. 

6 . Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 4 , 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi als Polymer Resomer® eingesetzt wird, vorzugsweise 
Resomer® RG-756 oder Resomer® RG-858. 

7. Verf ahren nach einem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi als Wirkstof f Humanserumalbumin, Peptide, Proteine, 
30 Interferone, Betaseron® , Insulin, LHRH-Antagonisten 

oder deren Analoga eingesetzt werden. 



20 
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8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet , 

daS als Wirkstoff 

a) DesA(2)Nal-beta Ala-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg- 
Pro-DAla-NH 2 

b) DesA(2)Nal-Gly-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg-Pro- 
DAla-NH 2 

oder 

c ) Ac - DNal - DCpa - DPal - Ser - Tyr-DLys ( Mor ) - Leu - Lys { Mor } Pro - 
DAla-NH 2 

Verwendung , f inden. 

9. Verfahren nach einem der Ansrpuche 1 bis 8, dadurch 
gekennzeichnet, dafi die Entfernung des Losungsmittels 
bzw. Losungsmittelgemisches , sowie des gegebenenf alls 
an der Partikeloberf lache anhaftenden Wirkstoffs 
und/oder Tensids in einer "cross- flow" Filtration 
erfolgt. 



10. Morphologisch einheitliche Mikrokapseln mit einem 
Beladungsgrad zwischen 3 bis 30 Gew.% und einem 
Durchmesser 200 nm bis 500^m hergestellt nach dem 
Verfahren gemafc der Anspruche 1 bis 9. 

11. Mikrokapseln gemaS Anspruch 10 mit einem Durchmesser 
zwischen 0,2 bis 8 jun. 
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Pig. 2 

Chemisclie Strukturen der Peptide a) bis c) 

a) DesA(2)Nal-beta Ala-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg- 




b) DesA(2) Nal-Gly-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DCit-Leu-Arg-Pro- 
DAla-NH 2 




c) Ac-DNal-DCpa-DPal-Ser-Tyr-DLys (Mor) -Leu-Lys (Mor) Pro- 
DAla-NH 2 

0 0 
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